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第1章 序論
1.1 研究背景
近年、生体応答の電気的操作法として、パルス電界処理が注目されている。パ
ルス電界処理は、誘電物質の集合体である生体内において強力な電磁力を細胞に
作用させ、その構造変化及び機能発現をもたらす。さらに、ストレス応答などの
二次的な生体反応も引き起こす。なお、パルスパワーの適用条件を調整すること
により、異なる細胞構成部位に電界を作用させ、多様な生体応答を誘起すること
が可能である。パルス電界を用いた研究例として微生物の不活化、がん治療、創
傷治療、細胞活性化など様々な研究成果が報告されている [1]-[6]。図 1.1は, 培養
しながら細胞数を計測する装置 (xCELLigence)を用いて得たHeLa細胞の細胞増
殖曲線である。適度なパルス電界処理によって, 細胞が活性化し, 細胞の増殖速度
が増加した例である。すなわち、死に至らしめない程度の適度な電界が細胞膜に
印加された場合に増殖が活発になる傾向がある [7]。
生体反応は、がん治療や創傷治療などの医療応用のほか、植物の発芽促進や成
長制御のための物理刺激としても利用されている。図 1.2は、植物細胞に対する膜
透過性の経時変化を示している。nsPEF処理によってアクチンフィラメント (緑)
にトリパンブルー (赤)が侵入しており、迅速な膜透過化が生じていることが分か
る [8]。酵母の酵素活性や発酵活性の研究例も次第に報告されはじめており、生体
の様々な活性に対する応用展開が期待される。
上記のような処理を行うには, 一般的に数 10 kV/cm程度の高電界が必要である
[10]。多くの場合, 図 1.3のような電極間距離が 10 mm以上のリアクタが採用され
ているため, 電極間距離に応じて, 数 10 kV程度の高電圧が必要となる [9]。そこで
我々は、上記の代謝制御を電極間隔が数 100 mのマイクロギャップリアクタ内で
行うことにより、数 100 V程度の低電圧でも数 10 kV/cmの高電界処理が可能で
あると考えた。これにより、汎用の半導体素子による精密なパルス波形制御が可
能となり、装置の小型化、低コスト化、また立ち上がり時間の短縮により高周波
数のパルス処理を実現する。
1
図 1.1: パルス電界処理時におけるHeLa細胞の増殖曲線 [7]
図 1.2: nsPEFsに応じた膜透過性の経時変化（左：処理前、右：処理後）[8]
2
図 1.3: 平行平板電極 [9]
3
1.2 関連研究
パルス電界を用いた生体応用として、現在までに様々な報告がなされている。こ
れらの研究は、20世紀後半から始まり、非加熱電界殺菌や、遺伝子導入やドラッ
グデリバリーを目的とした電気穿孔のように細胞膜の構造を物理的に変化させる
手段として用いられてきた。21世紀に入り、パルス電界生成回路の高性能化及び
生体分析技術の飛躍的な進捗によって、パルス電界処理の応用例が拡大している。
本節では、液体の非加熱殺菌を始め、医療分野でのがん治療、酵母の酵素活性、遺
伝子発現や発酵活性といった最新の研究について記述する。
1.2.1 パルス電界を用いた液体の非加熱殺菌
パルス電界殺菌は、1967年に Saleらによって初めて報告された [11]。日本にお
いては、1980年代後半から水野 [9]、佐藤ら [10]を始め、多くの研究者たちによっ
てパルス電界殺菌の研究が進められた。これらの研究では、実際の飲料を想定し、
様々な導電率中での殺菌効果も検証されている。電極は液体に直接接触している
ために、液体の電気的性質が殺菌効果に大きく反映される。導電率が大きくなる
と流れる電流が大きくなり、印加電圧が低下して殺菌効果が減少する。本実験条
件で、図 1.4より導電率がおよそ 4 mS/cm より大きくなると、急激に殺菌効果が
減少する。ゆえに、パルス電界殺菌の実飲料への応用は対象液体の導電率によっ
て適切な電源装置を選択しなければならない。
さらに、加温処理や加圧処理及びオゾン添加等を援用した、殺菌効率の向上に
関する研究が行われている。図 1.5より、加温処理のみではほとんど変化が無いこ
とから、パルス電界処理との相乗効果が確認されている [12]。図 1.6では少量のオ
ゾンを添加したことでパルス電界殺菌の効率が向上したことを示している [13]。
また、パルス電界処理における入射エネルギー効率改善を目的とした、電極形
状の検討も報告されている。電極の電気的インピーダンスを大きく低下させない
ためには、試料液体と電極との接触面積がなるべく小さくなるような形状が望ま
しい。そこで、佐藤らは高電圧部と接地部をつなぐワイヤーをスパイラル状に巻
いたリアクタ (図 1.7参照)を用いた殺菌効果について報告している。図 1.8よりス
パイラルワイヤー電極では平行平板電極に比べて殺菌効果が向上している。本結
果から同じ印加パルスエネルギーによっても、電界の集中によって殺菌効果に大
きな違いが生じることが分かる。
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図 1.4: 液体導電率の変化による殺菌効果 [10]
図 1.5: パルス電界処理と加温処理の相乗効果 [12]
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図 1.6: パルス電界処理とオゾン添加の相乗効果 [13]
図 1.7: スパイラルワイヤー電極 [14]
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図 1.8: 電極構造による殺菌率への影響 [14]
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1.2.2 パルス電界を用いたがん治療
一般的にがんなどの局部的な疾患に薬剤を投与する場合、患部での吸収が遅い
ため薬剤は全身に回り、様々な副作用を引き起こす。薬剤を患部のみに作用させ
ることができれば、薬剤投与量を減らすことができ、副作用を軽減できる。薬剤
を必要な箇所に限定して作用させる技術をドラッグデリバリーという。皮膚に近
い部位に疾患がある場合は電気穿孔 (electroporation)を利用できる。患部に電界
をかけて電気穿孔を施し同時に薬剤を注射すると、薬剤は即座に患部の細胞で吸
収されて効果を発揮する。この治療法をエレクトロケモセラピー [15]といい、動
物実験や臨床例が報告されている。さらに、ナノ秒パルス電界を用いると組織深
部の細胞も穿孔されることが三次元電界計算によって予測されており、エレクト
ロケモセラピーの効果を増大すると考えられている。これは、スーパーエレクト
ロポレーションと呼ばれる [16]。
一方、ナノパルス電界の印加で直接的にがんを不活化することも可能である。培
養したがん細胞に適当な条件のパルス電界を印加すると、アポトーシス (apoptosis)
が誘導される。図 1.9(a)及び (b)は、それぞれナノパルス電界 (12.5 kV/cm, 100 ns,
100回)を印加したHeLa細胞の顕微鏡写真、及びアポトーシス特有のDNA 断片
化現象を蛍光分子プローブ (TUNEL 法）によって検出した結果である。図 1.9(b)
において、左から未処理（コントロール）、パルス印加 2時間後および 6時間後の
細胞である。蛍光分子の蛍光輝度が強いほど細胞内DNAの断片化が進んでいるこ
とを示している [17]。
また、Schoenbachらはマウスの皮膚に移植したメラノーマ (malignant melanoma)
が日数の経過ととともに縮小し、数週間後に消滅したことを報告した [18]。図 1.10
はマウスの脚で成長させたメラノーマをクリップ式の電極で挟み、ナノ秒パルス
処理 (40 kV/cm，300 ns，100回)を定期的に繰り返した場合の患部の回復状況を
示したものである。左列は患部背後から照射した光の透過光、右列は表面の様子
である。この場合、日数の経過ととともにがんが縮小し結果的に 65日で完治して
いる。メラノーマに対しては臨床実験も進んでいる [19]。
ナノパルス電界 (nsPEF)による肝臓癌の収縮例も報告された。高電界ナノパル
スは、原形質膜および細胞内細胞小器官膜の透過性および電気特性を変化させ、最
終的にアポトーシスまたはアポトーシス様の細胞死をもたらす。従来のラジオ波
焼灼療法（radiofrequency ablation:RFA）や経皮的エタノール注射（percutaneous
ethanol injection:PEI）と異なり、nsPEFsでは熱や化学的な除去でないため、熱
薬害のような症状が発生しにくい。さらに nsPEFsは、厚い壁の中の目標とされ
た範囲で局所的に腫物毛細管を閉塞させることができる。大きな胆管または血管
のそばでも安全に実施できる。図 1.11はHCCLM3細胞の nsPEFによる効果を示
している。図 1.11Aで示すように、30パルスで処理した場合、HCCLM3細胞は
核、細胞膜と細胞小器官の凝縮を含む、アポトーシスのような特性を示した。図
1.11Bは、生存率のパルス数の依存性を表している。パルス数が 20回を超えたと
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きに細胞生存を減少させたことがわかる。図 1.11Cには、パルス数が 100を超え
たときから腫物全体にわたってセルが破壊されている様子が示されている。また、
図 1.12に示したように、高転移性の肝臓癌細胞系（HCCLM3）移植マウスモデル
で、腫瘍の成長は nsPEFの単一処理と複数回処理でかなり抑制されている。局所
的影響の他にも nsPEF処理は、肺転移を減少させた。nsPEFは、肝臓癌の進行を
制御し、その転移を抑制する際に効果的である。また、腫瘍細胞に対してホスト
の免疫反応を誘発することを示唆し、肝臓癌の局所的治療として有用であること
が示されている [20]。
このように、パルス電界は一部のがんに対して不活化効果を有することが確認
されており、新しいがん治療装置として期待される。現在、他種のがんに対する
効果が調べられている。また、深部のがんに対して本方法を切開なしに使えるよ
うにするためには、パルス電界を体内の患部に限定的に印加する装置技術の開発
も必要である。この課題に対して、2つの電界印加方式が検討されている。1つ目
は内視鏡手術で用いられるような治具に電極を取り付けるなどして、体内に電極
を持ち込んで電界を患部に直接印加する方法である。2つ目は、体外で発生させた
パルス電磁エネルギーを電磁反射鏡等によって非侵襲的に体内患部に収束させる
方法である。現在これらの手法に関して、シミュレーションによる検証が進めら
れている。
図 1.9: ナノパルス電界処理によるアポトーシスの誘導 [17]
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図 1.10: ナノパルス電界処理によるメラノーマの不活化 [18]
図 1.11: PEF処理によるHCCLM3細胞の死滅化 [20]
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図 1.12: nsPEF単一処理と複数回処理における腫瘍抑制効果の違い [20]
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1.2.3 パルス電界を用いた酵母の酵素活性
パルス電界処理の新たな応用例として、酵母の様々な生体反応が報告されてい
る。ここでは、パルス電界を用いたトレハラーゼ酵素活性について説明する。トレ
ハラーゼはトレハロースを加水分解する反応を触媒する酵素である。トレハロー
ス、すなわち 2つのグルコースからなる非還元性二糖類は、哺乳類を除くほぼす
べての生物に存在する。トレハロースは、膜タンパク質や核酸の保護効果がある。
ゆえに、トレハロースは一種のストレス保護剤、熱保護剤、凍結保護剤とタンパ
ク質安定化剤として機能し、食品、医薬品、化粧品および他の多くの分野に極め
て重要である。ビール酵母は、ある極端な環境下でトレハロースを大量に蓄積す
るため、トレハロース産生原料として大いに期待されている。
ビール酵母中の中性トレハラーゼ活性に対するパルス電界処理の影響が報告さ
れた。処理条件を最適化するために、電界強度 (10-50 kV/cm)、脈拍時間 (2-10 s)
および液体固体比 (20-50 ml/g)の 3つの変数に関して調査している。図 1.13はトレ
ハロース濃度減少の電界依存性を示している。本結果から、電界強度が 40kV/cm
の時、減少値が大きく増加している。図 1.14はトレハロース濃度減少のパルス幅
依存性を表しておいる。パルス幅によってトレハラーゼ活性が変動することが示さ
れている。図 1.15は液体個体比に対するトレハロース濃度減少を表し、30 ml/gの
ときに最大とになった。電界強度、液体固体比及びパルス時間の変数はすべて、応
答値に大きな影響を与えていた。すなわち、PEFパラメータの調整によってビー
ル酵母のトレハラーゼ活性を変動させることができることを示唆した [21]。
図 1.13: トレハロース濃度減少の電界依存性 [21]
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図 1.14: トレハロース濃度減少のパルス幅依存性 [21]
図 1.15: トレハロース濃度減少の液体固体比依存性 [21]
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1.2.4 パルス電界を用いた酵母の遺伝子発現
パルス電界 (PEF)への出芽酵母のストレス応答についても報告されている。図
1.16及び 1.17は、PCRで増幅された熱ストレス応答遺伝子HSP104と酸化ストレ
ス応答遺伝子GSH1、GLR1、SOD1と SOD2のゲル電気泳動結果である。パルス
電界によって酸化ストレス応答遺伝子の発現が確認された。熱およびPEFストレ
スによって引き起こされた転写物量の増減の相違は、酵母に対するこれらの 2つの
ストレスが異なることを示した。図 1.18はBSO処理によってグルタチオン合成阻
害された酵母のパルス電界に対する耐性を調査している。PEF処理後、BSO処理
（GSH生合成経路の律速酵素である  -グルタミルシステイン合成酵素を阻害する
ブチオニンスルフォキシミン（BSO）による根の伸長抑制処理）した細胞の生存
率は、すべての適用された電圧において BSO未処理の細胞より著しく低かった。
ゆえにグルタチオンが酵母のPEF抵抗に重要な役割を果たすことを実証した。酸
化ストレスに対するグルタチオン依存の生体防御機構がPEFストレスへの酵母の
抵抗性と強く関係することが示された。
熱ストレスがPEF処理された酵母細胞において検出されなかったため、PEF不
活性化は、熱不活性化とは異なることがわかった。生化学的にPEF処理を備えた
微生物の非熱失活に関する理論を確認することができた。一方で、PEF処理が酸
化ストレス応答遺伝子の発現を引き起こしたことが確認された。これらの結果は、
酸化ストレス応答を含む生化学的防御システムを用いて無害化されるべきいくつ
かの細胞外物質の侵入は、PEF処理により発生した電気穿孔によることを示唆し
ている。したがって、PEF殺菌の主な作用は熱応答ではなく機械的な薄膜破壊で
あることが推測される [22]。
図 1.16: 増幅されたDNAのアガロースゲル電気泳動結果 [22]
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図 1.17: 酸化ストレス原因遺伝子のゲル電気泳動結果 [22]
図 1.18: BSO処理酵母の生存率のパルス電界依存性 [22]
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1.2.5 パルス電界を用いた酵母の発酵活性
本節では、パルス電界で処理したワイン酵母（S. cerevisiae Actiore F33）の
バッチ発酵プロセスについて説明する。PEF処理は電界E = 100及び 6000 V/cm
で同じプロトコル（パルス数 n= 1000、パルス幅 ti = 100 sおよびパルス繰り返
し時間t=100 ms）を使用して、酵母懸濁液（[Y]=0.012 g/L）に適用した。それ
から、発酵は攪拌しながらインキュベータ中 150時間（30℃）で運転された。電気
刺激は、発酵特性の改善、つまり増加した酵母代謝に現れました。図 1.19は発酵
プロセス間の相対的な重量及びBrix値の時間進展を示す。Brix（ブリックス）値
は、主に食品産業のワイン、精糖、果実農業などで、ショ糖（いわゆる砂糖）、果
糖、転化糖、ブドウ糖など、いわゆる糖の含有量を測るために、糖度として用い
られる物理量である。E = 6000 V/cmのサンプルで、質量損失が高くなっており、
Brix値はほぼ E = 100V/cm、6000 V/cmともに未処理より顕著に速い減少を示
した。図 1.20は対数期の酵母培養懸濁液のUV吸収スペクトルを示している。E
= 100V/cm及び 6000 V/cmでUV吸収スペクトルが上昇しており、酵母の成長が
PEF処理で速まったことが示唆される。図 1.21は発酵過程間のタンパク質 [P]濃
度の時間依存性を表している。[P]の値は未処理又はE =100 V/cmのサンプルで
ほぼ一定であった。しかしながら、E =6000 V/ cmでは顕著に減少し、産生され
たタンパク質の濃度が連続的に増加した。PEF処理は [P]の値の比例的増加をも
たらした。図 1.22は発酵過程間の糖消費である。PEF処理の刺激効果は、より加
速された糖枯渇を生じさせた。誘導期の終わり（t =40 h）に、電気的に活性化さ
れた菌液を用いたサンプルのフルクトース消費は未処理より E =100 V/cm時に
約 2.33倍及び E =6000 V/cm時に約 3.98倍になった。
得られた結果は、バッチ発酵プロセスのワイン酵母接種物に対するPEF処理の
プラス効果を証明した。酵母培養の電気刺激は、質量損失、Brix度水溶性物質含
有量、糖の消費量、及びタンパク質の合成の時間依存性から見た発酵速度の顕著
な増加をもたらした [23]。
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図 1.19: 発酵プロセス間の相対的な重量及びBrix値 [23]
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図 1.20: 酵母培養懸濁液のUV吸収スペクトル [23]
図 1.21: 発酵プロセスにおけるのタンパク質 [P]濃度の時間依存性 [23]
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図 1.22: 発酵プロセス間の糖消費 [23]
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1.3 研究目的及び論文構成
前節までに示したように、菌体に対してパルス電界を作用させる研究が広く進
められている。しかしながら、多様な研究成果が報告されているものの、印加電
圧、パルス数、パルス幅や入射エネルギーといった制御条件の最適化は十分に検
証されていない。ゆえに、各条件における微生物の活性状態を定量的に整理する
必要がある。
本研究グループの特徴として、リアクタの電極間隔を数 100 mに狭くすること
で、パルス電界処理に必要な電圧を数 100 V程度に抑える手法について検討して
きた。これにより、汎用の半導体素子によるパルス制御が可能であり、装置の小
型化、低コスト化、また立ち上がり時間の短縮により高周波数のパルス処理を可
能にする。本研究グループの先行研究としてマイクロギャップリアクタを用いた細
菌のパルス電界処理を行ってきた [24]。
そこで著者は、これらの低電圧パルス処理において、より詳細な菌体への影響
を精査することを目的とした。本研究では、基礎検討として、コロニーカウント
（CC）及びマイクロプレートリーダー（MPR）によって生育菌数を測定すること
により酵母の増殖率を評価した。また、パルス幅に対する酵母の膜損傷変化を評
価するため、LIVE/DEAD染色剤（SYTO9，及びPI）を用い、顕微鏡で菌体の膜
損傷状態を観察した。また、取得した蛍光強度から画像解析により膜損傷度を導
出した。さらに、画像解析ソフト Feelimage Analyzerを用いて各パルス幅におけ
る処理酵母群の膜損傷度の比較を行った。さらに、ナノパルスの菌体へ与える影
響を詳細に検証するために、PCR法及びゲル電気泳動法を用いた実験を行った。
本研究では、酵母を対象菌とし、未処理の菌懸濁液及びナノパルス処理を行った
菌懸濁液で比較した。具体的には、ナノパルスによる菌体への影響が酸化ストレ
スであると考え、酸化ストレス応答遺伝子の発現量の差を調査した。
本論文は全 7章で構成されており、概要は以下の通りである。
第 1章は序論であり、研究背景、関連研究及び研究目的について述べた。
第 2章は実験原理であり、パルス電界処理の概要、ナノパルス電界による細胞
膜への物理的作用及び細胞内物質に対する影響について説明した。
第 3章は実験装置及び実験方法であり、実験装置としてマイクロギャップリアク
タ及びパルス制御回路について説明する。また、実験方法として、実験に使用し
た酵母の説明及びパルス電界処理の具体的な手順を述べた。
第 4章はパルス電界処理による生育能力への影響であり、生育菌数測定から菌
体の不活化について述べた。また、ジュール熱の影響について評価した。
第 5章はパルス電界処理による細胞膜への影響であり、蛍光染色法を用いた顕微
鏡観察及び、その画像解析から膜損傷度及び蛍光分布について定量評価を行った。
第 6章はパルス電界処理による酵母のストレス応答遺伝子への影響であり、実
験に用いた PCR法、ゲル電気泳動及び測定対象遺伝子について説明する。また、
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操作手順を示した後、測定結果として、各測定条件の検討を行い、酸化ストレス
応答遺伝子の発現量について評価した。
第 7章は総論であり、本研究で得られた知見をまとめ、今後の展望について述
べる。
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第2章 実験原理
1.2章で述べたように、パルス電界処理の研究例は多様化している。従来のパル
ス電界処理は細胞膜を損傷させる手段として用いていたが、近年では細胞内物質
へ物理的ストレスを直接的に付与する手段として用いられている。ここでは、パ
ルス電界処理による細胞への作用原理について説明する。
2.1 パルス電界処理
懸濁液中の細胞にパルス電界を印加する場合、細胞は図 2.1のような電気等価回
路モデルで表すことができる。ここで、細胞膜はコンデンサで表すことができる。
印加電圧により細胞膜の内外に細胞の半径とパルスの電界強度に比例した大きさ
の電位差が生ずる。電位差により、細胞膜近傍の電気化学ポテンシャルが変化し、
一時的に孔が形成される。この電位差が 1 Vより大きいと、細胞膜が大きな孔が
多数形成され、修復は不能となる不可逆破壊となり、1 Vより小さい場合は、細胞
膜に孔が形成されるが、細胞機能によって修復 される可逆破壊となる。この破壊
が開始する電位差を臨界電圧といい、細胞の種類によらずおよそ 1 V、電界強度に
して約 10 kV/cm程度とされている [10]。パルス電界殺菌はこの膜電位差による細
胞膜の不可逆的破壊現象を利用した手法である。
図 2.1: パルス電界処理の等価回路モデル
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2.1.1 パルス電界の物理的作用
細胞の構造は非常に複雑であるが、細胞への電界印加の効果を考慮する場合、細
胞全体を覆う細胞膜の電気的特性が非常に重要な役割を持っている。これは物質
の透過性を能動的に制御する細胞膜が受動的な荷電粒子の流れを遮断するためで
ある。多くの知られている電界効果は、図 2.2に示されるような簡単な模式図を
使って説明される。細胞は、誘電体層である細胞膜により覆われた導電性の細胞
質と考えることができる。微生物細胞膜に印加される電圧 Vmは細胞の形状によ
り式 (2.1)で算出できる。
Vm = fRE cos  (2.1)
ただし、R：球形の細胞半径、E：外部電界強度、 ：電気力線方向と細胞の中心
と細胞膜位置を結んだ線がなす角度である．また、f は細胞の形状 (長径 l、短径
R)で決定される要素であり、式 (2.2)で表される。
f =
l
l   1
3
R
(2.2)
ここで、球状細胞 (l = R)では、f=1.5となり、棒状細胞 (l >> R)では、f=1.0
となる。
細胞膜は図 2.3(a)に示すように，リン脂質からなる二重構造である。細胞膜に
はある特定のイオンに対して能動的にはたらくポンプがあり。ナトリウムおよび
カリウムイオンを排出あるいは取り込むことによって、細胞内のイオン濃度は一定
に保たれている。細胞膜内外でのイオン濃度の違いから細胞質は外部に対して常
に負に帯電しており、そのため外部電界がある場合は電気力線の上流側の膜へか
かる電界のほうが下流側のそれよりも大きくなる。細胞膜にある大きさの電界が
印加されたとき、図 2.3(b)のように膜に細孔ができ、内外の物質が自由に通過で
きるようなる。ただし、この細孔があまり大きくなければ細胞自身によって修復さ
れる (可逆破壊)。細胞膜に修復可能な細孔を意図的に生成する操作を電気穿孔と
呼び、遺伝子導入に使用される他、疾患細胞への直接的な薬物投与 (drag delivery)
や細胞融合 (electrofusion)など医療およびバイオ技術に用いられている。これに対
して、さらに電界を大きくしたり，パルス幅を長くするなど、細孔にある大きさ
以上の電気エネルギーを供給する場合は、自発的に修復不可能なほどの大きな穴
となって細胞の内容物が外部へ流出する (不可逆破壊)。その結果、図 2.3(c)のよ
うに細胞が壊死すると考えられている。
式 (2.1)から明らかなように、Vmは電界方向と水平 ( = 0; )部分で最大とな
る。実際に、この部分で最も孔の数が多く、また大きな孔が形成されることが報
告されている。また、式 (2.1)から細胞膜に印加される電圧は、細胞半径および電
界強度にも依存することがわかる。これは佐藤らの実験により示されている [10]。
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図 2.2: 細胞に対する電界印加の模式図
図 2.3: 膜損傷の模式図
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2.1.2 ナノパルス電界による細胞への影響
ナノ秒オーダーのパルス電界処理では従来のマイクロ秒パルスとは異なった研
究例が報告されている。パルスの周波数成分が増加するのに伴い、細胞膜にかか
る電界が低下する。同時に細胞内 (核、細胞質、核質)にかかる電界が徐々に増加
する。これは、細胞を構成する核や細胞質などが誘電物質であるためである。よっ
て、懸濁液中にナノパルス電界を印加すると、電界は細胞膜に印加されずに、細
胞内に入り込むことができ、多様な生体応答が期待されている。
図 2.4: 細胞膜及び細胞質の等価回路モデル
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図 2.5: 細胞質を流れる電流の周波数特性
表 2.1: 細胞モデルのパラメータ及び解析条件
Vin 10Vpp
f 10 kHz 10 MHz
Rcyto 500

Cmembrane 1 nF
次に、実際の細胞モデルを用いた細胞各部位の電界の周波数応答を考える。図
2.6(a)は細胞内電界計算のための二次元モデルであり、直径 10 mの真核細胞を
電極間隔 20 mの平行平板電極内の導電液中に浮かべた状態をモデル化している。
平均電界強度は 100 kV/mである。図 2.6(b)はその際の細胞各部位での電界強度
の周波数依存性を示したものである [25]。表 2.2に電界計算で用いた電界印加条件
及び細胞に関する定数を示す。図 2.6(b)より、周波数が 100 kHz以下では細胞膜
上の電界は外部電界の数 100倍に達する。このとき、細胞内電界はほぼゼロであ
る。周波数を増加すると細胞膜のインピーダンスが小さくなり、細胞内部に電流
が流れ込むようになる。1 MHzを超えると、周波数の増加に伴って、細胞膜にか
かる電界が減少する。同時に細胞内 (核膜、細胞質、核質)の電界強度が徐々に増
加していることが分かる。10 MHzになると、細胞質にかかる電界はほぼ外部電界
と等しくなる。
細胞は概して負に帯電し、加えて細胞内に電荷が局在しているため、細胞内物
質にパルス電界の高周波成分がかかると、静電的な強いストレスを生じる。この
とき、分子それぞれの外部電界に対する応答時間が異なる。そのため、特定周波
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数の振動電界を与えることによって特定部位に対して選択的にストレスを付与す
ることが可能である。外部から与えられた物理ストレスは細胞に何らかの構造変
化をもたらす。この変化をきっかけに、生育活性および細胞死を導く様々なタンパ
ク質の連鎖反応 (シグナル伝達)が起動する。細胞の生死は生存シグナルと細胞死
シグナルのバランスによって決定される。したがって、ストレスの種類や強さを
適当に調節することによって、がん化した細胞を死に導くことができ、逆に、生
存シグナルを優位にして細胞を活性化させることも可能である [26]。
また、パルス電界による細胞のジュール加熱を利用する研究も進められている。
従来は、パルス電界の比熱作用の研究が進められていたが、パルス電界で実現可
能な急峻な温度変化が新しい生体ストレスとして注目されている。この過渡的温
熱作用と電界の組み合わせによって、がん細胞に効率的にアポトーシスを誘導で
きることが示されている [25]。
図 2.6: 単一細胞への電界印加モデル及び各部位での周波数応答 [25]
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表 2.2: 電界計算で用いた電界印加条件及び細胞に関する定数
パラメータ 値
電極間隔 20 m
印加電圧 (振幅) 2 V
細胞直径 10 m
核の直径 7 m
懸濁液 r=80, =1.38 S/m
細胞膜 厚さ=30 nm, r=24, =3.710 5S/m
核膜 厚さ=40 nm, r=41, =3.010 3S/m
細胞質 r=60, =0.48 S/m
核質 r=120, =0.95 S/m
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第3章 実験装置及び実験方法
本章では、本研究で用いた実験装置及び実験方法について説明する。実験装置
については、装置の概略、マイクロギャップリアクタ及びパルス制御回路を説明す
る。また、実験方法として、処理対象菌体の概略及びパルス電界処理の手順につ
いて説明する。
3.1 実験装置
本実験装置の概略を図 3.1に示す。本実験装置はマイクロギャップリアクタ、パル
ス制御回路、ペリスタポンプ (SMP-21, EYELA)、及び恒温スターラー (CSB-900N,
RACOM)によって構成されている。
図 3.1: 実験装置概略図
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3.1.1 マイクロギャップリアクタ
微小なパルス幅のパルス電界を用いるため、マイクロギャップリアクタの構造及
びパラメータは重要な要素である。ここでは、リアクタの構造及び、リアクタの
設計、実際に作製したリアクタの評価について説明する。
マイクロギャップリアクタの構造
図 3.2(a)にマイクロギャップリアクタの構造を示す。マイクロギャップリアクタ
は厚さ 2 mm、2枚のチタン電極を用いた電極間隔 d の平行平板型の電極構造と
なっている。実験の際は、電極間を処理対象の懸濁液が満たす。懸濁液は抵抗率
の高い蒸留水を用いている。図 3.2(b)のように、マイクロギャップリアクタは等価
的にRC並列回路でモデリングできる。また、表 3.1にマイクロギャップリアクタ
の定数を示す。なお、RL及びCL はそれぞれ
RL = 
d
S
(3.1)
CL = r0
S
d
(3.2)
と示すことができる。ここで、式 (3.2)は時間に依存しない定常的な場合に成り立
つ関係式である。そのため、厳密には複素誘電率を導入し、交流電場として扱う
必要がある。しかし、低周波領域のもとでは時間に依存しない静的なものと扱い、
式 (3.2)で十分であると考える。
図 3.2: マイクロギャップリアクタの構造
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表 3.1: マイクロギャップリアクタの定数
Electrical resistivity of distilled water： 5103
m
Relative permittivity of distilled water：r 80.4
Permittivity of vacuum：0 8.85410-12F/m
マイクロギャップリアクタの設計
菌体へのパルス電界の影響を考える際には、電圧の立ち上がり時間の検討が重要
となる。本研究においては、文献 [27]を参考にし、求める立ち上がり時間を 1020
nsに設定した。以下に仕様を満たすためのマイクロギャップリアクタの設計につ
いて説明する。
図 3.3にパルス制御回路の充電時の動作モードであるRLC回路を示す。ここで、
RonはMOSFETのON抵抗を含めた寄生抵抗、Lwは電源回路とマイクロギャッ
プリアクタ間の配線インダクタンスである。なお、回路方程式の導出は文献 [27]
を参考に行っている。このときの S1がONした場合のマイクロギャップリアクタ
に流れる出力電流 ioutは式 (3.5)で与えられ、最大値がピーク電流を示す。
図 3.3: 電源及びマイクロギャップリアクタの等価回路
iC =
Vin
Lw
 t sin t (3.3)
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iR =
Vin
Ron +RL
1 
p
2 + 2

 t sin(t+ tan 1


) (3.4)
iout = iC + iR (3.5)
また，出力電圧 voutは式 (3.6)で与えられる。
vout = RL  iR (3.6)
ただし，と はそれぞれ
 =
1
2
(
Ron
Lw
+
1
RLCL
) (3.7)
 =
s
1
LwCL
  1
4
(
Ron
Lw
  1
RLCL
)2 (3.8)
である。
ここで、vout が最大値の 10％ から 90％に達する時間をパルス電圧の立ち上が
り時間と定義する。立ち上がり時間を導出するためには、vout がピーク電圧値に
達する時間 tmaxを導出する必要がある。vout が最大値となるとき、充電電流 iC
は 0となるので、式 (3.3)より
iC =
Vin
Lw
 t sin t = 0
と表される。Vinは必ず値を持つため、この式を変形すると
sin t = 0
t = n

(n = 0; 1; 2; : : :)
となる。ここで、n = 1のとき最大サージ電圧となるので、tmaxは
tmax =


(3.9)
である。
ここで、出力電圧波形は減衰振動系となる。立ち上がり時間 tr は
tr : r = tmax : 
tr = t90％   t10％ = tmax 
r

= 

 cos 1( 0:8) cos 1(0:8)

 1:85

と表現できる。ここで，式 (3.8)は 1
LwCL
 1
4
(
Ron
Lw
  1
RLCL
)2の場合，
 
q
1
LwCL
と近似できる。よって立ち上がり時間 trは
tr  1:85
q
Lw  CL (3.10)
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となる。つまり、電圧の立ち上がり時間 tr は、マイクロギャップリアクタの静電
容量CLおよび配線インダクタンス Lwの平方根に比例する。
高速な立ち上がりを実現するためには電極板面積 S を小さく、電極間距離 d を
広げて静電容量を小さくする必要がある。さらには、配線インダクタンス Lw を
低減して高速化をする必要がある。また、目標値である 10  20nsの立ち上がり
時間を実現するためには、マイクロギャップリアクタの静電容量を 1 nF以下にす
る必要がある。
パルス電界処理を行うためには 10 20 kV/cm程度の電界強度が必要であり、使
用しているMOSFETの耐圧仕様が 600 Vであることから、電極間距離は 200m
とした。また、実際に加工することを考慮して電極板のサイズは 1 cm1 cmとし
た。ここで、電極の各パラメータと式 (3.1)及び (3.2)より、RL=10 k
，CL=354
pFとなる。
図 3.4、3.5に設計したマイクロギャップリアクタの構造、写真を示す。また、表
3.2に設計したマイクロギャップリアクタのパラメータを示す。
図 3.4: 設計したマイクロギャップリアクタの構造
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表 3.2: マイクロギャップリアクタのパラメータ
Parameters Value
Electrode plate area : S 1 cm1 cm
Distance between electrode plates : d 200m
Capacitance : CL 354 pF
Voltage rise time : tr 11 ns
図 3.5: 設計したマイクロギャップリアクタ
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3.1.2 パルス制御回路
本節では、パルス制御回路の概要として、回路の主回路構成及び動作原理につ
いて述べる。また、本研究においてはパルス幅を可変した 3種類のパルス電圧を
用いるため、それぞれの波形及び、各種パラメータについて説明する。
パルス制御回路の概要
図 3.6にパルス制御回路の主回路構成を示す。表 3.3に使用している素子を示す。
また、図 3.7に回路の概観図を示す [27]。パルス制御回路では、ナノ秒オーダーで
の立ち上がりを可能とするパルス電圧を出力するために、スイッチング素子とし
てMOSFETを用いている。
図 3.6: パルス制御回路の主回路構成
表 3.3: パルス制御回路に使用している素子
パラメータ 種類 メーカー 型番 仕様
Vin 直流電流 菊水 PAS320-1 320 V, 1 A
S1; S2 MOSFET 東芝 TK12A60U 600 V, 12A
D SiC-SBD inncon SDP06S60 600 V, 6 A
r 放電用抵抗 - - 6 
 (22 
, 2 W, 4並列)
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図 3.7: 回路の概観図 (※首都大学東京、電気電子工学専攻、和田研究室の工藤将
史氏作製)[27]
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次に回路の動作原理について説明する。図 3.8に回路の動作モードを示す。まず、
S1 がON、S2 がOFFの状態で、マイクロギャップリアクタのCL に充電電流が
流れ、リアクタを高速充電する (Mode 1)。その後、両スイッチのON 時間が重な
らないように、S1と S2 が共にOFF の状態に移行する (Mode 2)。この時、マイ
クロギャップリアクタ内部の等価並列抵抗RLによって、CL に充電されたエネル
ギーが消費されるが、マイクロギャップリアクタの時定数 Lが L = RLCL = 4:6s
程度であるため、100 ns 程度のパルス幅での電圧低下は無視できる。そして、CL
に蓄えられた電荷を完全に放電させるために，S2 をON させて，放電用抵抗 r で
エネルギーを消費する (Mode 3)。その後、Mode 4のようにスイッチをONしな
いデッドタイムを設けた後、Mode 1に戻る。この繰り返しにより，パルス電圧を
出力している。図 3.9に理想状態でのゲート信号及び出力電圧の動作波形を示す。
図 3.8: 回路の動作モード
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図 3.9: 動作波形
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使用したパルス電圧
本研究においてはパルス幅を可変した 3種類のパルス電圧を用いた。パルス幅
100 sのパルス (以降マイクロパルス)の電圧波形を図 3.10に示す。同様に 500 ns
のパルス (以降サブマイクロパルス)を図 3.11に示し、80 nsのパルス (同ナノパル
ス)を図 3.12に示す。各パルスの電圧振幅は 200 Vに設定した。リアクタの電極
間隔は 200  mであるため、リアクタ内の電界強度は 10 kV/cmである。この電
界強度は他の研究における高電圧パルス処理時の電界強度と同程度である。
各パルスの条件を表 3.4に示す。パルスエネルギーは各電圧波形及び電流波形の
積から導出した。表 3.4に示すとおり、単位時間当たりのパルスエネルギーの比が
マイクロパルス：サブマイクロパルス：ナノパルス = 4 : 2 : 1である。パルス処
理を行う際は、各パルス処理において投入エネルギーを一定にする必要があるた
め、エネルギー比より処理時間を決定した。
各パルスの電圧波形をフーリエ変換することにより、各パルスのフーリエスペ
クトルを導出した (図 3.13参照)。図 3.13より、マイクロパルス、サブマイクロパ
ルス、ナノパルスの順にパルスの周波数成分が高くなっている。
表 3.4: パルス条件
Micro pulse Submicro pulse Nano pulse
Voltage swing 200Vpp 200Vpp 200Vpp
Frequency 100 Hz 20 kHz 20 kHz
Pulse width 100s 500 ns 80 ns
Energy / pulse 2.56 mJ/pulse 6.47 J/pulse 3.20 J/pulse
Energy / unit time 0.256 J/s 0.129 J/s 0.0640 J/s
Treatment time 30 min 60 min 120 min
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図 3.10: マイクロパルス波形
図 3.11: サブマイクロパルス波形
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図 3.12: ナノパルス波形
図 3.13: 各パルスの FFT結果
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3.2 実験方法
ここでは、処理対象菌体として実験に使用した酵母について説明し、本研究で
扱う細胞構造モデルを示す。また、パルス電界処理実験の方法について説明する。
3.2.1 処理対象菌体
酵母
本研究で用いた酵母は JCM7255株である。図 3.14に酵母の顕微鏡画像を示す。
酵母は、最外殻には細胞壁があり、高分子多糖類であるグルカン及びマンナンを
主成分とする。その直下に細胞膜があり，フェロモン受容体や様々な輸送体が機
能している。細胞質内には核や小胞体、ゴルジ体、ミトコンドリアなど多くの器
官が存在する。本研究で用いる大腸菌の構造パラメータ及び電気定数を図 3.15に
示す。
培地はポテトデキストロース寒天 (Potato dexrose agar; PDA)培地（Merck）を
使用し、301 K(28℃)、72 hの条件で培養した。実験使用懸濁液として、寒天培地
上で増菌培養した酵母を菌濃度 1106 CFU/mlになるようにD-マンニトールで混
和したものを 11 ml使用した。
図 3.14: 酵母の顕微鏡画像
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図 3.15: 酵母の構造パラメータ及び電気定数
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3.2.2 パルス電界処理実験
先述のように調整した懸濁液 11 mlを滅菌済みの磁子と共に遠沈管に入れた。懸
濁液は、ペリスタポンプにより流量約 420 ml/hで循環させた。文献 [29]より、パ
ルス処理における攪拌及び流量の影響は大きい (図 3.16参照)。そのため、恒温ス
ターラーの磁力及びペリスタポンプの流量を最大にした。また、パルス処理によ
る温度上昇及び処理の温度依存を抑制するために、恒温スターラーの温度を 288
K(15 ℃)一定にした。懸濁液の温度及び通流が定常状態に落ち着いたことを確認
した後、目的のパルスを設定し、表 3.4の処理時間だけパルス電圧を連続的に印加
した。測定する実験に応じて、遠沈管から菌をサンプリングした。詳細は各測定
の操作手順に示す。
図 3.16: 循環流量による生菌率の変化 [29]
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第4章 パルス電界処理による生育能
力への影響
各パルス電界処理による菌体の生殖能力への影響を実験的に検証した。測定に
は混釈培養法を用いたコロニーカウント法及びマイクロプレートリーダーによる
生育菌数測定を採用した。ここでは、測定の操作手順として、サンプルの希釈、混
釈培養法及びコロニーカウント、マイクロプレートリーダー（MPR）について説
明する。次に実験結果として、大腸菌及び酵母の生育菌数測定の結果を示す。最
後に、パルス電界の二次的作用による影響として、電気化学反応及びジュール熱
について考察する。
4.1 計測内容
4.1.1 混釈培養法
図 4.1に混釈培養法の操作手順を示す。大腸菌においては SA液体培地、酵母に
おいては PDA液体培地をオートクレーブにより滅菌した後、約 48℃になるよう
に調整した。この時、液体培地の温度が高すぎると、菌体に影響が出るため注意
が必要である。滅菌済みのシャーレに、先述の通りに希釈を行った懸濁液 1 ml及
び液体培地を適量注入した。その後、培地及びサンプルの攪拌を行い、常温で培
地を凝固させ、28℃で 72時間培養した。
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図 4.1: 混釈培養法
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4.1.2 コロニーカウント
サンプリングした懸濁液を何段階にも渡って希釈すると、菌濃度が高い場合は無
数のコロニー (培地に生えた菌体)を生じるが、希釈を十分に行うことである菌濃
度から丁度よく数えられる菌数になる。培養された培地は図 4.2のようになる。図
4.2において、増殖した菌体を一つのコロニーとして計数していく。本研究におい
ては計測のしやすさから、菌濃度が 106 CFU/mlの懸濁液を希釈して、102; 103; 104
CFU/mlの懸濁液を液体培地と混和させ、培養した。その後、培地に発生したコ
ロニー数を計測した。計測したコロニー数にサンプルの希釈倍率をかけることで
元の懸濁液における生育可能な菌数が分かる。各希釈段階ごとの平均の値をとり、
そのサンプル時間における生育可能な菌濃度とした。
図 4.2: 培地に形成されたコロニー
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4.1.3 MPRによる生育菌数測定
マイクロプレートリーダー（Microplate Reader:MPR）を用いて、吸光度法によ
るサンプル懸濁液中の細胞数を測定した。図 4.3は使用したMPR装置である。96
ウェルプレートにYPDA液体培地、段階希釈溶液、サンプル懸濁液、細胞増殖数
測定を測定するWST試薬を分注し、30分ごとに計 60時間の吸光度を測定する。
測定された蛍光強度より、検量線を求め、その検量線からサンプル懸濁液中の細
胞数を導出する。YPDA培地粉末 5 ｇを 100 mｌ蒸留水に溶解し、121℃、15分
で高圧蒸気滅菌することで YPDA培地を作成する。さらに、WST試薬キットに
含まれているWST solution と Electro mediator reagentを滅菌水で 8倍に希釈し
たものを 9:1混合し、WST試薬調製を行う。次に、濃度 106～102 CFU/ml酵母懸
濁原液を準備し、96ウェルプレートにYPDA培地 170 ｌ、段階希釈溶液 20μ
ｌ、サンプル懸濁液 20 ｌ、WST試薬 10 ｌを分注する。そして、マイクロプ
レートリーダーで 30分ごとに計 60時間の吸光度測定（460 nm）を行う。得られ
た蛍光強度の経時変化グラフから決めた値の蛍光強度と掛かる時間から検量線を
引き、生育菌数を算定する。
図 4.3: マイクロプレートリーダー装置
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4.2 測定結果
4.2.1 酵母の生育菌数測定
図 4.4に酵母に対して各パルス幅のパルス電界処理を施した際の増殖率の結果を
示す。なお、増殖率は未処理時の生育菌数に対する生育菌数としてプロットした。
コロニーカウント (CC)では、同濃度である未処理及び処理後の懸濁液を用い
て、それぞれの処理時間後の懸濁液から培養された菌体群の数を未処理の懸濁液
から培養された菌体群の数を分母として割ることにより、酵母の増殖率を算出し
ている。ナノパルスでは、増殖率が約 15%増加し、生殖能力が若干向上している
という結果になった。サブマイクロパルスでは、菌数が 20%減少した。マイクロ
パルスについては、菌数の 99%の減少を示し、高い殺菌性が確認できた。このこ
とから、パルス幅が短くなるにつれて酵母の増殖率が増加していることが分かる。
MPRでも同様にナノパルスでは、生存率が約 18%増加し、生殖能力が若干向
上しているという結果になった。サブマイクロパルスでは、菌数が 28%減少した。
マイクロパルスについては、菌数の 99%の減少を示し、コロニーカウントと同じ
く高い殺菌性が確認できた。コロニーカウントの結果とほぼ同様の値が取れてお
り、高い相関性があることからこれらの結果は妥当であるといえる。
図 4.4: パルス電界処理による増殖率の変化
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4.3 ジュール熱による影響
パルス電界によって発生するエネルギーがすべてジュール熱に変換されると仮
定する。まず、マイクロギャップリアクタの全容積と流量から懸濁液のリアクタ内
の滞在時間を算出する。リアクタの容量 V は V = 1 1 0:02 = 0:02 mlである。
単位時間あたりの流量は F = 420 3600 = 0:12 ml/sである。よって、懸濁液の
リアクタ内の滞留時間 tは t = V  F = 0:17 sである。これに単位時間あたりの
パルスエネルギーを乗算することによって、懸濁液がリアクタを通過する間に得
るエネルギーQ [J]が求まる。懸濁液の比熱を水の比熱 Cw = 4:184 J/gKである
とし、ジュール熱による温度変化量をT [K]とすると、Qは式 (4.1)によって表
される。
Q = V CwT (4.1)
上式より、各パルス電界処理による懸濁液の温度変化量が分かる。表 4.1に懸濁液
がリアクタを通過する間に得るエネルギー及びその時の温度変化量を示す。
表 4.1: 各パルス電界によるジュール熱及び温度変化量
Joule heat [J] T [K]
Micro pulse 0.044 0.52
Submicro pulse 0.022 0.26
Nano pulse 0.011 0.13
表 4.1より、各パルス電界による温度変化はわずかである。菌体が熱によって死
滅する条件は、圓城寺らの実験結果 [30]によると、15 minの加温時間において、
47℃では生菌率が約 50％となり、60℃以上では、ほとんどの菌体が死滅すると
されている。本実験装置系が恒温スターラーによって、15℃に保たれていること
から、ジュール熱による菌体への影響は小さいといえる。
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4.4 まとめ
酵母において、閾値電界以上のマイクロパルス処理においては高い不活化効果
があり、閾値電界以下のナノパルス処理では生育菌数が上昇した。ここで、ナノ
パルスの増殖率は 1より大きく、ナノパルスによって酵母の細胞内基質に何らか
の影響を与えられ、その結果酵母が活性化していることが推察される。酵母が増
殖率の上昇要因としては、元々の懸濁液に含まれていた生育不良の酵母がパルス
によって活性化されることにより、コロニーカウントやMPRで生育されるように
なったと考えることができる。
また、本実験系におけるパルス電界処理によるジュール熱作用について考察し
た。その結果、温度上昇が微小であり、実験系が一定温度に保温されていること
から、熱による影響は少ないと考えられる。
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第5章 パルス電界処理による細胞膜
への影響
各パルス電界による菌体の細胞膜への影響を実験的に検証した。膜損傷の測定
は蛍光染色法を用いた顕微鏡観察により行った。ここでは、測定の操作手順とし
て、蛍光染色法、顕微鏡による観察条件及びソフトウェアによる画像処理の説明
を行う。次に実験結果として、酵母の蛍光染色画像、二値化による膜損傷菌割合
及び膜損傷度の定量解析を順に示す。
5.1 計測内容
5.1.1 蛍光染色法
菌体の染色には LIVE/DEAD R染色キット (L13152，Invitrogen)を用いた。本
キットは、SYTO R9及び propidium iodide(PI，C27H34I2N4)の核酸染色剤からな
り、一般に生死菌判別に用いられる。SYTO R9及びPIはともにカチオン性の蛍光
色素であり，DNAの二重螺旋構造に介在する事により特有の蛍光が増強される核
酸染色色素である。本キットによる生死菌判別の原理を図 5.1示す。SYTO R9は
細胞膜透過性のある緑色の核染色剤であり、染色された菌体は励起光の照射によっ
て、緑色の露光を示す。一方、PIは膜透過性の無い赤色の核染色剤であり、染色
された菌体は励起光の照射によって、赤発色を呈する。膜損傷のある菌において、
SYTO9の蛍光強度が弱くなるが、PIによる核酸染色は進行する。そのため、膜損
傷のない菌は緑色に発光し、膜損傷度に応じて、黄色や赤色の発光が確認される。
用いるサンプルとして、各パルス電界処理において、未処理及び処理後の懸濁
液から 960 lずつサンプリングした。それに、滅菌精製水に溶解した SYTO R9及
び PIを各 20 lずつ混和した。その後遮光し、常温で 15分間静置した。さらに、
攪拌を行い、6000 rpmで 30分間遠心分離を行った。濃縮された沈殿に気を付けな
がら上澄み液を廃液した。D-マンニトールを 10 l加えた後、攪拌を行い、実験サ
ンプルとした。
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図 5.1: LIVE/DEAD R染色の原理
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5.1.2 顕微鏡観察による測定及び画像解析
先の実験サンプル 1 lをスライドガラスに滴下し、カバーガラスをかけて顕微
鏡観察を行った。観察条件を表 5.1に示す。適宜蛍光画像の撮影を行い、取得した
画像を基にソフトウェアによる処理及び解析を行った。
表 5.1: 顕微鏡観察の条件
Exposure time 1/1.5 [s]
gain 1
RGB balance 1:1:1
画像統合ソフトウェア (NIS-Elements Basic Research 3.2, Nikon)を用いて、RGB
閾値及び発光強度閾値を定め、各サンプルにおけるPI発光割合及び発光強度割合
を導出した。表 6.5に設定したRGB閾値及び発光強度閾値を示す。
PI発光割合を導出する際は、全ての菌体の面積 (ST)を測定し、その後PI染色
されている閾値以上の菌体の面積 (SP)を測定する。ST及び SPから、PI発光割
合RP = SP=STとなる。RPを導出することにより、各パルス電界処理による膜
損傷度の評価を行った。
表 5.2: RGB閾値及び発光強度閾値
Total cells R:60-255, G:60-255, B:0-255
PI stained cells R:60-255, G:0-200, B:0-255
Intensity 150-255
5.1.3 画像解析による蛍光分布算出
画像解析ソフト Feelimage Analyzerを用いて各パルス幅における処理酵母群の
蛍光分布の比較を行った。Feelimage Analyzerのしきい値は RGBそれぞれの要
素で 0～127、128～255の範囲で 2つに分割される。RGBのそれぞれ 3要素の組
み合わせにより、2  2  2で 8色による色分布がなされている。 今回、蛍光分
布で識別された色は赤（R:60-255, G:60-255, B:0-255）、黄（R:60-255, G:60-255,
B:0-255）、緑（R:60-255, G:60-255, B:0-255）の 3色となった。
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5.2 測定結果
5.2.1 顕微鏡観察画像
図 5.2から図 5.5までに酵母の顕微鏡観察画像を示す。図 5.2より、未処理時に
はほとんどの菌が緑色の発光をしていることが分かる。図 5.3よりマイクロパルス
処理後の菌は明らかに損傷菌が増加することが観察された。同様に、図 5.4より、
サブマイクロパルス処理後の菌は、一部の酵母に膜損傷が確認された。一方、図
5.5より、ナノパルス処理後の菌は緑色の発光をしている菌が多く、未処理時とあ
まり変化していないことが分かる。
図 5.2: 未処理酵母の染色画像
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図 5.3: マイクロパルス処理酵母の染色画像
図 5.4: サブマイクロパルス処理酵母の染色画像
56
図 5.5: ナノパルス処理酵母の染色画像
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5.2.2 細胞膜への影響の定量解析
二値化による膜損傷菌割合
二値化の画像解析により得られた膜損傷菌割合を図 5.6に示す。顕微鏡画像から
分かるおよその傾向が数値として定量化できた。マイクロパルスでは 63%、サブ
マイクロパルスでは 16%、ナノパルスでは 4%であった。これらの観察結果より、
酵母においても、生殖能力の測定と同様の傾向として、定量的にパルス幅の増加
に伴い酵母の膜損傷が増加している。また、細胞膜損傷がパルス幅の減少に伴っ
て生じていることから細胞膜にかかる電圧が減少し、その他細胞部位に電圧が印
加されるようになっていることが推察される。
図 5.6: 膜損傷菌割合
最後に、前章の生育菌測定結果との関連性について考察する。蛍光染色による
膜損傷度は増殖率の評価実験と同様の結果を示し、パルス幅が長くなるにつれて
酵母の膜損傷が増加していることが評価できた。また、ナノパルス処理において
は膜損傷もさせず、不活化も生じさせないという結果であった。ナノパルス処理
では、細胞質にかかる電界が支配的である。そのため、酵母の菌体内部において、
何らかの反応が生じている可能性が考えられる。このことに関しては、次章にて、
ナノパルス処理による酵母のストレス応答遺伝子への影響を考察した。
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蛍光分布の定量解析
各パルスにおける蛍光分布を図 5.3から 5.9に示す。マイクロパルスでは、処理
時間が長くなるに従い、損傷菌の分布が増大している（図 5.7参照）。15 minでは
損傷小の菌割合が最大となったが、30 minでは十分なパルス処理が行われ、損傷
大の菌割合が多くなっている。サブマイクロパルスでは、処理時間が長くなるに
従って損傷小の割合が増大している（図 5.8参照）。60 min処理しても損傷大菌の
割合は増加せずに、500 nsのパルス幅では損傷菌の割合が増えても、損傷大とな
る処理は行われない。ナノパルスでは、処理時間が増加しても損傷菌割合は増加
しない（図 5.9参照）。これらの結果から、パルス幅を変化させることにより、膜
損傷を段階的に操作できることが示唆された。パルス幅を調整することにより、厳
密な細胞増殖の制御を可能にすることができると思われる。増殖率のグラフと比
較すると、損傷小の菌割合の中に生菌と死菌が含まれるため、致死的な損傷とそ
うでない損傷があり、この致死的でない損傷によって細胞内の機能が変化するの
ではないかと考えられる。
図 5.10は未処理及びそれぞれのパルス幅における膜損傷度の比較画像である。
この結果から、500 nsより短くなると損傷大となる菌は全く増加せず、500 nsと
100 sのパルス幅の間に膜損傷大となるしきい値が存在していると考えられる。
マイクロ、サブマイクロパルスでは損傷菌（赤色、黄色）と増殖率に相関有るこ
とが確認できる。しかしながら、ナノパルスでは明確な相関が見られなかったた
め、PCR法を用いた細胞内の遺伝子発現を調査する必要がある。
図 5.7: マイクロパルス処理の膜損傷度
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図 5.8: サブマイクロパルス処理の膜損傷度
図 5.9: ナノパル処理の膜損傷度
60
図 5.10: 各パルス幅における蛍光分布の比較
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5.3 まとめ
本章では、パルス電界による菌体の細胞膜への影響を精査した。顕微鏡観察画
像からは、各パルス電界処理による膜損傷の割合を視覚的に比較できた。二値化
による膜損傷菌割合は増殖率の評価実験と同様の結果を示し、パルス幅が長くな
るにつれて酵母の膜損傷が増加していることが示された。
次に膜損傷度の定量化を行った。パルス幅が 500 nsより短くなると損傷大とな
る菌は全く増加しなかった。マイクロ及びサブマイクロパルスでは損傷あり（赤
色、黄色）と増殖率に相関が取れている。ナノパルスでは膜損傷への変化が無かっ
た。増殖率のグラフと比較すると、損傷小の菌分布の中に生菌と死菌が含まれる
ため、致死的な損傷とそうでない損傷があり、この致死的でない損傷によって細
胞内の機能が変化するのではないかと考えられる。
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第6章 パルス電界による酵母のスト
レス応答遺伝子への影響
前章までの結果において、酵母に対する不活性化については増殖率及び膜損傷
菌割合、蛍光分布で評価することができた。しかしながら、ナノパルス電界処理の
ように生育菌数が増加するような活性に対する評価は十分に行うことができてい
ない。そこで、未処理及びナノパルス処理をした酵母から代謝状態に関連のある
遺伝子を抽出し、ナノパルス処理による発現量の変化を調査した。ここでは、実験
原理として、抽出した遺伝子の増幅に用いた PCR(polymerase chain reaction)法
及び発現量の測定に用いたアガロースゲル電気泳動について説明する。また、測
定対象の遺伝子についても説明する。次に、操作手順として、まず実験全体の流
れを示した後、各処理について説明する。最後に、測定結果について説明し考察
を行う。
6.1 計測内容
6.1.1 PCR法
図 6.1にPCR法による遺伝子増幅原理を示す。PCR法の原理は、3段階から成
るDNA(Deoxyribonucleic acid)合成反応を繰り返して行うことにある。まず、鋳
型となるDNA2本鎖 (DNAの向きを 5'末端から 3'末端への矢印で示してある)を
加熱による変性で、1本鎖にする (denature)。次に、増幅したい特定部位のDNA
鎖の両端に相補的な 2種類のオリゴヌクレオチドプライマー (青色で表示)を反応系
に過剰に加える。この状態で温度を下げると、プライマーがDNA鎖の相補的な部
位と 2本鎖を形成する (アニーリング, annealing)。また、プライマーがアニーリン
グして、ポリメラーゼ伸長反応の基質となることをプライミングという。この状態
でDNA合成基質のデオキシヌクレオシド三リン酸 (deoxynucleoside triphosphate;
dNTP)とDNAポリメラーゼを作用させると、ポリメラーゼはプライマー部位か
ら DNA相補鎖を合成していく (DNA鎖の伸長反応, extension)。図 6.1から明ら
かなように、最初の 2サイクルでは長さが不定な部分 2本鎖が合成されるが、3サ
イクル目からはプライマー対に挟まれた部位の長さのそろった 2本鎖が生成され、
その数が急速に増えていく。1回の合成反応で生成したDNAは次の反応の鋳型に
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なるため、連鎖反応的にDNAが合成され、2030サイクルの反応後には膨大な数
のDNA分子が得られることになる。
図 6.1: PCR法による遺伝子増幅の原理 [31]
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6.1.2 アガロースゲル電気泳動
DNAを構成するヌクレオチドは、塩基とリン酸基が電離して荷電を帯びやすい。
2本鎖DNAの場合、塩基の電荷は相補鎖間の水素結合で互いに打ち消しあってい
る。そのため分子全体としてはリン酸基のマイナスチャージのみが主となる。ま
た、このリン酸基の個数 (荷電)はヌクレオチド数 (DNA分子量)に比例するため、
すべてのDNA分子は質量あたり一定の力で陽極に引かれることになる。さらに、
こうして 2重らせん構造を取っているDNAは塩基配列に関わらず同じ線状分子の
形をしており、立体構造は泳動度にほとんど影響を与えない。すなわち、唯一泳
動度に影響を与えるのが分子の大きさ (長さ)ということになる。
鎖状分子のDNAはアガロースゲルのようなゲルマトリックスの網の目の隙間を
移動する際、分子量が大きく長い分子ほどマトリックスへの引っかかりが増えるた
め泳動速度が遅くなる。したがって、2本鎖DNAの電気泳動の場合、DNAの塩基
配列に関係なく、DNA鎖の長さのみに依存した泳動距離となる。すなわち、長い
ものほど泳動距離が短い [32]。図 6.2にアガロースゲル電気泳動の模式図を示す。
図 6.2: アガロースゲル電気泳動の模式図 [32]
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次に、実際の電気泳動の様子及び結果の一例を示す。図 6.3では、上側が電気
泳動の際の負極となっており、上側のゲルのウェルに DNAサンプルを入れてお
く。電気泳動を開始すると、各 DNAサンプルが下側の陽極に引きつけられ、ゲ
ル中を進んでいく。また、電気泳動をする前にあらかじめ DNAを臭化エチジウ
ム (C21H20BrN3)で染色しておくと、泳動後のゲルを紫外線照射した際に、泳動し
て進んだ後のDNAの位置を蛍光発光として見ることが出来る。図 6.4に電気泳動
パターンを示す。図 6.4において、上側で発光しているほど泳動距離が短いため、
DNA鎖が長いDNAである。このように、泳動距離の違いを見ることで、DNAサ
ンプルのDNA鎖の長さの違いが分かる。
また、DNAサンプルが PCR法により、特定遺伝子のみが増幅されたものであ
る場合、半定量的にDNAサンプルに含まれる特定遺伝子のDNA量を測定するこ
とができる。まず、異なる処理を施した細胞等のDNAサンプルにおいて、処理に
よって変わらない内部標準遺伝子のDNA量が一定になるようにDNAサンプル濃
度を調整する。この調整したサンプルを電気泳動することで、処理によらない内
部標準遺伝子の遺伝子量は変わらないため、処理による特定遺伝子のDNA量の変
化を測定することが出来る。
図 6.3: 電気泳動の様子
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図 6.4: 紫外線照射による電気泳動パターン例
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6.1.3 測定対象遺伝子
本研究において、先行研究 [22]の結果を参考に、酵母に対するナノパルス電界の
ストレス効果が酸化ストレスであると仮定した。そこで、ナノパルスによるストレス
効果を調べる対象遺伝子に酸化応答ストレス遺伝子GLR1(glutathione reductase-1)
を選択した。また、GLR1の発現量の判定量的測定のために、ナノパルス処理によっ
て変化しない内部標準遺伝子として、解糖系遺伝子であるGLK1(glucokinase-1)を
選択した。ここではこれらの遺伝子について説明する。
解糖系遺伝子
解糖系とは、生体内に存在するグルコース (glucose, C6H12O6) をピルビン酸
(Pyruvic acid, CH3C(=O)COOH)などの有機酸に分解し、より使いやすい形に
変換していくための代謝経路である。ほぼ全ての生物が解糖系を持っており、最
も原子的な代謝系とされている。図 6.5に解糖系の反応経路を示す。このうち、グ
ルコキナーゼは最初期であるグルコースのリン酸化段階において作用する酵素で
あり、その反応を図 6.6に示す。この反応では、グルコースがグルコキナーゼ酵素
によってリン酸化され、グルコース 6-リン酸 (glucose 6-phosphate, G6P)が生成
される。また、GLK1の塩基配列を元に設計したプライマーを表 6.1に示す。
図 6.5: 解糖系の反応経路
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図 6.6: グルコースのリン酸化反応
表 6.1: 設計したGLK1のプライマー
プライマー 塩基配列
Forward-Primer CGACGACTTACACAAAGCCACTGA
Reverse-Primer TCATGCTACAAGCGCACACAAG
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酸化ストレス応答遺伝子
GSH1とGLR1はグルタチオン代謝系のグルタチオン合成酵素である。グルタチ
オン (Glutathione, GSH)は、酸化ストレスに曝されると、酸化型を還元型に変換
する酵素 (GLR, GR)が構造的に活性化され、また誘導される。図 6.7に酸化型の
ニコチンアミドアデニンジヌクレオチドリン酸 (NADPH)及びグルタチオンジス
ルフィド (GSSG)がGRによって還元型であるNADP＋及びグルタチオン (GSH)
に変換される反応を示す。酵母におけるグルタチオンは、体積の 0.51.0％を占め
ており、大部分が還元型である。GLR1の塩基配列を元に設計したプライマーを
表 6.2に示す。また、その他の酸化ストレス応答遺伝子としてGSH1、SOD1も使
用した。GSH1及び SOD1の塩基配列を元に設計したプライマーをそれぞれ表 6.3
及び 6.4に示す。グルタチオンは、あらゆる生物の細胞に普遍的に存在する物質で
ある。その生体内での生理的役割は酸化ストレス、重金属ストレス等の様々なス
トレス耐性に関与しており、菌体の成長に影響を及ぼす。SODは、細胞内に発生
した活性酸素を分解する酵素である。酸化ストレスを減少させる役割を持つ。酸
素に依存する生物の細胞内で発生する有害な活性酸素であるスーパーオキシドを
解毒する反応系を触媒する酵素であり、SOD1は 3種ある SODのうち銅、亜鉛を
配位する酵素である。
図 6.7: GRによる酸化型から還元型への変換反応
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表 6.2: 設計したGLR1のプライマー
プライマー 塩基配列
Forward-Primer GCTTTCTGCAACCAAACAAAC
Reverse-Primer AGTAACCAATTCTTCTGCGCT
表 6.3: 設計したGSH1のプライマー
プライマー 塩基配列
Forward-Primer GGGCACGCCTTTGCAGTGGT
Reverse-Primer TCGGGGCATCCCATCCTCGG
表 6.4: 設計した SOD1のプライマー
プライマー 塩基配列
Forward-Primer AGTGTTAAAGGGTARGCCG
Reverse-Primer CAAAGGAGGTAGGACCGATA
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6.2 操作手順
図 6.8にPCR法による遺伝子発現調査のフローチャートを示す。以下に各処理
段階における操作の概要について説明する。詳細は付録に示す。
図 6.8: 実験のフローチャート
À酵母懸濁液の調製
実験サンプルは未処理あるいはナノパルス処理を行った酵母懸濁液 8 mlを使用
する。菌濃度は 1 106 CFU/mlである。ここで、次の処理に移る前に、遠心分離
による菌の濃縮を行い、上澄み液を廃棄する操作を行った。ペレット状に残った
Á酵素による細胞壁溶解
酵母は細胞壁を有するため、mRNA(messenger ribo nucleic acid)を抽出する前
に細胞壁を破砕する必要がある。細胞壁を破砕するには酵素を用いる方法とガラ
スビーズを用いる方法がある。本研究においては、酵素を用いる方法を採用した。
採用した酵素はリティカーゼ (SIGMA-ALDRICH)である。この酵素は酵母細胞壁
のグルカン等のポリ--(1-3)-グルコースを加水分解する。
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ÂmRNAの抽出
細胞壁を溶解し、プロトプラスト化した酵母に各種試薬を混ぜ、遠心分離を繰
り返すことで、純粋なmRNAのみを取り出す。
ÃDNase処理
抽出したmRNAサンプルに DNAが混入していた場合、この先でmRNAから
DNAを生成する際に障害となる。そのため、DNAを取り除くDNase酵素を用い
た処理を行う。その後、このDNaceを取り除くために、フェノールとクロロホル
ムを加える。DNaseを油層であるフェノールに、mRNAを水層であるクロロホル
ムに溶かし、水層であるクロロホルムのみを以降の処理に用いる。
Äエタノール沈殿
クロロホルムにエタノールを加え、サンプル内のmRNAを沈殿させる。その後、
溶液の廃液し、乾燥させることで、mRNAを固体として取り出す。
Å逆転写反応
PCR法において、mRNAを鋳型に増幅すると、目的の遺伝子のみを精度よく
増幅することが出来ないため、一度DNAの形にする必要がある。そこで、1本鎖
RNAを鋳型に逆転写を行い、2本鎖 cDNA(complementary DNA)を生成する。こ
こで、遺伝情報を保存するためにDNAを元にmRNAを作成することを転写と呼
ばれる。本行程では、その逆の反応を行っているため、逆転写反応と呼ぶ。cDNA
を生成後、mRNAを分解するために、RNaseを加える処理を行う。
ÆPCR
cDNAを鋳型に目的遺伝子のみを増幅する。この時、目的遺伝子配列を元に設計
した相補的なプライマー及び、増幅を補助する酵素として、耐熱性のポリメラー
ゼ (taq)及び dNTPを加える。増幅の際に必要な温度変化などはPCR装置に設定
することで自動的に行われる。
Èアガロースゲル電気泳動
あらかじめ作成したアガロースゲルを電気泳動槽にセットする。ゲルに作成し
たウェル一つにつき、蛍光試薬 (臭化エチジウム)を混ぜたPCRにより増幅を行っ
たサンプルを 1つ入れる。印加する電圧は 100 Vで、ゲルの 2/3程度進むまで電
圧の印加を続ける。添加した臭化エチジウムはDNAの二本鎖間に挿入され、紫外
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線を当てることで赤橙色の蛍光を発する。実際には紫外線を除去するフィルター
越しに観察するため、白黒の写真が撮影できる。
Éゲルの紫外線観察
泳動が終わったゲルをトランスイルミネーターにセットし、UV照射を行う。臭
化エチジウムの量はDNA分子の大きさにほぼ比例するため、蛍光の強さでおよそ
のDNA量を比較できる。
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6.3 測定結果
実際の実験では、PCRやゲル電気泳動の導入を行った後、酸化ストレス応答遺
伝子の発現量の差異を調査した。ここでは、酵母のPCRの試行を行った。酸化ス
トレス応答遺伝子の発現量の差異を調査した。図 6.9に未処理酵母のPCRの電気
泳動結果を示す。図 6.9より、PCRによってDNAが増幅されていることが確認出
来た。マーカーは遺伝子の泳動距離を確認するために使用した。Control+はPCR
で増幅したDNAである。RNaseH処理サンプルを隣に並べる（Control-）ことに
より遺伝子増幅がPCRによるものか確認し、Control-では遺伝子が増幅されてい
ないことから PCRが正確に行われていることがわかる。
図 6.9: PCRの電気泳動結果
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6.3.1 酸化ストレス応答遺伝子発現の差異
図 6.10 において、解糖系遺伝子 GLK1 及び酸化ストレス応答遺伝子 GLR1、
GSH1、SOD1を用いて未処理とナノパルスにおける遺伝子発現量の比較を行っ
た。まず、GLK1において同量の発光が確認され、それぞれ同じ量のPCRによる
増幅が行われていることが確認できる。GLR1のレーンを確認すると、ナノパル
スの方が未処理よりも明るくパルスによってGLR1の発現量が増加していること
がわかる。また、GSH1ではナノパルスのみにおいて発現が確認された。SOD1で
は遺伝子の発現は確認されなかった。これらの結果から、ナノパルスによって酸
化ストレス応答遺伝子GLR1、GSH1の発現が確認され、ナノパルスの細胞質への
影響が確認された。
図 6.10: 酸化ストレス応答遺伝子を用いたゲル電気泳動結果
表 6.5: ゲル電気泳動結果レーン表
1 2, 4, 6, 8 3, 5, 7, 9
マーカー ナノパルス電界処理 未処理
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6.4 まとめ
本章では、酵母におけるナノパルス処理の菌体内に与える影響の詳細な調査を
目的として実験を行った。具体的には、未処理及びナノパルス処理を行った酵母
からmRNAを取り出し、ある特定の遺伝子を PCRによって増幅し、両処理の遺
伝子発現量の差から、ナノパルス処理の菌体内への影響について考察する。
グルタチオン合成酵素系の遺伝子 (GSH1とGLR1)の発現が確認された。グル
タチオンは、あらゆる生物の細胞に普遍的に存在する物質である。その生体内で
の生理的役割は酸化ストレス、重金属ストレス等の様々なストレス耐性に関与し
ており、菌体の成長に影響を及ぼす。この結果から、グルタチオンの生成が生育
活性に寄与している可能性を示唆された。
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第7章 総論
7.1 結論
本研究では、パルス電界による酵母の活性を制御することができた。低電圧パ
ルスの菌体への影響を検証する方法として、一つ目に生育菌数計測による生育活
性の評価を行った。二つ目に蛍光染色法を用いた画像観察及び解析を行った。こ
の結果から、各パルス電界による細胞膜への影響として、膜損傷度及び蛍光分布
について検証を行った。三つ目に、ナノパルスの菌体へ与える影響を詳細に検証
するために、PCR法及びゲル電気泳動法を用いて、酸化ストレス応答遺伝子の発
現量変化を精査した。本研究で得られた知見を以下にまとめる。
1) マイクロギャップリアクタを用いた低電圧パルス電界においても、酵母の生育
活性を制御することができた。増殖率のパルス幅依存性を定量的に評価し、生育
活性への影響を精査した。パルス幅が長くなるにつれて酵母の増殖率が低下して
いることが分かった。また、ナノパルスでは菌数が増加し、生殖能力が若干向上
した。本結果より、ナノパルスは酵母の細胞質に何らかの影響を与えていること
が推察される。
2) 蛍光染色法を用いることで、各パルス電界処理による膜損傷の有無を視覚的に
観察することが出来た。蛍光染色による膜損傷度は、パルス幅が増加するのに従っ
て酵母の膜損傷菌割合が増加していることが評価できた。これらの結果から、増
殖率の低下は膜損傷菌割合と高い相関性があることを確認した。また、膜損傷度
解析では、損傷小となる菌の中に生菌と死菌が含まれるため、致死的な損傷とそ
うでない損傷があり、この致死的でない損傷によって細胞内の機能が変化するの
ではないかと考えられる。
3) 未処理及びナノパルス処理を行った酵母の酸化ストレス応答遺伝子の発現量の
変化を調査した。ナノパルスによって酸化ストレス応答遺伝子GLR1、GSH1の発
現が確認された。ナノパルスの細胞質への影響が確認された。
以上の結果から、パルス幅を変化させることにより、酵母の生育活性を段階的に
操作できることが示唆された。そのため、パルス幅を詳細に調節すれば、細胞増
殖を含む様々な生体機能をより正確に制御できると期待される。
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7.2 今後の展望
PCR法によって、ナノパルスでの酸化ストレス応答遺伝子の発現が確認され、
ナノパルスの細胞質への影響が明らかになったが、さらなる測定対象遺伝子の詳
細な検討及び、実験が求められる。制御条件の最適化として、パルス幅の解析範
囲の拡大、新たな制御パラメータ依存性についての調査も行う必要がある。また、
関連研究で紹介したように酵母のパルス電界に対する様々な生体応答例が報告さ
れており、パルス電界に対する酵素活性、発酵活性についても検討していく必要
がある。特に、発酵活性においては、食品産業では発酵工程の管理を行っている
ため、発酵工程の新管理技術としてのブレークスルーとして期待できる。
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研究成果
これまでの研究発表をまとめる。
・平成 26年 3月電気学会全国大会 (口頭発表)
香野健太郎, 白井直機, 内田諭, 杤久保文嘉: "マイクロギャップリアクタを用いた
パルス電界による酵母の代謝変化の推定"
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付録 PCR実験プロトコル
1. 実験準備
・Buer Y1の作成
(1)pHが 7.4の 0.1 M EDTA溶液 (200 ml)の作成
ビーカーにMiliQ水を 100 mlとり, 滅菌済みの磁子を入れスターラーの上に置く。
EDTAを約 3.6 g入れる (EDTAは溶けない)。校正した pH計をビーカーに入れる。
このとき, EDTAは強酸性なので, pHが 4程度になる。5 M NaOHを少しずつ入
れ, 目的の pHに近づける。EDTAは pHが 7に近づくと溶け出す。EDTAが溶け
ると, pHが低くなる。NaOHを随時入れながら, EDTAが完全に溶解させる。pH
調整を終えた後, MiliQ水で 200 mlにする。
(2)(1)に 1 Mソルビトールを 38 g入れる。
完全に溶解したら, 蓋付きビンに移し変え, 冷蔵保存。(Â使用直前に 0.1% -ME
及び調整した lyticase試薬 (後述)を入れる。)
・電気泳動槽の準備
使用する泳動槽を 3%の過酸化水素水でDNaseを取り除く。15分ほど浸した後, 廃
液し, ラップをかけて乾燥させる。その後, 泳動槽内の線まで, 1TAEバッファー
を満たす。(10回程度泳動を行うと, マーカーがぼやけるので, それがバッファー
交換の目安。)
・lyticase試薬の作成
Lyticase試薬の入った小ビンに 500 lのTE Buer液を入れる。攪拌した後, 50 l
ずつ 10本のチューブに分注し, 冷凍保存。実験の際は, 1本ずつ解凍し, 1サンプル
につき 12 lずつ使用する。
2. 酵母の細胞壁溶解
(1)Buer Y1 100 lに対して 0.1% -ME(0.1 l)と lyticase(12 l)を添加する。
(Buer Y1 1 mlに -ME1 lを入れ, サンプル数100 l 分使う。)インキュベー
タを 30℃に設定。
(2)用意した酵母サンプル懸濁液を 1000g(3000gまでは ok)で 5分間遠心分
離してペレットを形成。ペレット以外を注意深く吸引し, 廃液。
(3)(2)のペレットに 110 lの BuerY1を加える。十分に攪拌し, 1.5 mlチュー
ブに移す。30℃で 30分, 静かに攪拌しながらインキュベート。
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(4)インキュベート中に試薬の調整を行う。同時に後述のゲルを作成。
・Buer RLTの作成：Buer RLT 1.5 ml(チューブぎりぎり)に -MEを 15 lを
添加。(←毎回行う)
・Buer RPEの作成：Buer RPE 11 mlに 44 mlの 100%エタノールを添加。(←
最初の一回だけ)
(5)インキュベート後の (4)に 350 lのBuer RLTを添加し, ボルテックス。
(6)(5)に 100%RQエタノールを 250 l添加し, ピペットでよく混和する。
(7)(6)から 700 l取り, 2 mlのコレクションチューブにセッティングしたカラム
にアプライする。蓋を閉めて, 8000g以上で 15秒間遠心し, ろ液を捨てる。
(8)700 lのBuer RW1をカラムに添加する。蓋を閉めて, 8000g以上で 15秒
間遠心し, ろ液を捨てる。
(9)500 lのBuer RPEを添加する。蓋を閉めて, 8000g以上で 15秒間遠心し,
ろ液を捨てる。
(10)500 lの Buer RPEを添加する。蓋を閉めて, 8000g以上で 15秒間遠心
し, ろ液を捨て, 8000g以上で 2分間遠心する。
(11)スピンカラムを 1.5 mlコレクションチューブにセットする。RNase free水
30 lをカラムに添加する。蓋を閉めて, 8000g以上で 1分間遠心し, RNAを溶出
する。
(12)MiliQ RQに 50倍 (サンプル 2 lにMiliQ 98 l)に希釈し, 濃度測定 (100 l
の容器)。単位 g当たりの液量を計算しておく。(11)を-80℃で冷凍保存。
(ゲル電気泳動を用いたRNA観察)
(1)ゲルの作成：乾いたゲルの型のゲルをいっぱいに流し込んで, コームで太線
部に溝を作る。
(2)ゲルが乾燥したら, 底についたゲルをふき取り, 電極の『－』側が太線になる
ようにセット。
(3)サンプルの調整。
(4)溝にラダーマーカー 4 l及びDyeを入れたサンプル 10 lを入れて, 電気泳
動開始。
(5)『+』側から 4本くらいのところに藍色がきたらストップ。紫外線照射写真
を撮る。
3. DNase処理
(1)単位 gあたりのmRNAサンプルに対し, 10Buer 2.5 l, DNase 1 lを加
えMiliQ水で 25 lに調整する。その後, スピンコーターで落とし, 37℃で 15分間
インキュベート。
※処理によってRNA量も変わる。さらに 1 g当たりの各遺伝子の割合も変わる。
※の時も 2本まとめて１本で ok。
(2)25 lの DNase処理サンプルに対して, 10%SDS 5 l, ProtenaseK 1 l及び
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MiliQ RQ 19 lを加えて 37℃で 30分間インキュベート。
(3)5 M NaClを 5 l加える。フェノール 25 l及びクロロホルム 25 lを加える
(フェノクロ抽出)。
(4)ボルテックスし, 15000 rpmで 10分間遠心。3層に分かれるので, 一番上の
水層を慎重に採り, 新しいチューブに移す。
(5)再びクロロホルムを25 l加え, 15000 rpmで5分間遠心。水層を新しいチュー
ブに移す (フェノールのキャリーオーバーをなくすため)。
(6)1 l/20 gのグリコーゲンを 1 l加える (微量のRNAを沈殿させるため)。
(7)2.5倍量の 100% RQエタノール (125 l)を加え, -20℃でON(1時間以上)し,
エタノール沈殿。
4. エタノール沈殿
(1)15000 rpmで 20分間遠心。
(2)ペレット以外を慎重に取り出し, 2.5倍量以上 (200 l) の 70% RQエタノー
ルを加える。
(3)15000 rpmで 5分間遠心して, 再びペレット以外を慎重に取り出す。
(4)デシケーターで約 10分間乾燥させる。
5. RT(逆転写反応)
(1)乾燥したサンプル 1種類につき, Oligo dT Primer 1 l, 10 mM dNTP 1 l及
びMiliQ水 2 lを混ぜる。
(2)(1)を PCRチューブへ移し, PCR装置で 65℃ 5分間インキュベートした後,
氷上で 1分間以上静置。
(3)(2)の 1サンプルにつき, 5Buer 4 l, 50 mM MgCl2 2 l, 0.1 M DTT 2 l,
Super Script III 1 l及びMiliQ水 1 lを加える。
(4)攪拌して, PCR装置で 50℃で 50分間→ 85℃で 5分間→ 15℃で∞
(5)RNaseH水を 1 lを加え, 37℃で 30分間インキュベート。
(6)TE Buerを 180 l加える。
(7)-20℃で保存。
6. PCR
(1)PCRチューブに下記を調整 (10 lの系 5本分)。PCRチューブで試薬の調整
を行い, その後分注する。
taq 0.25 l, 10×Buer 5 l, dNTP 4 l, Template 1 l, Primer(F及びR) 各 1 l
及びMiliQ水で 50 lになるように調整
(2)PCR装置の設定 (Tmが 60℃でサイクル数が 28サイクルの場合)
92℃で 2分 (プレヒーティング)→ 92℃で 20秒→ 60℃で 20秒→ 72℃で 1分 30
秒 (これで 1サイクル)
→上記を 27サイクル→ 72℃で 3分→ 15℃で∞
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7. ゲル電気泳動
(1)PCR中にゲルを作る。1回 or2回使用済みのゲルを蓋を開けてレンジで溶か
して使用する。
→完全に溶解したら, 泳動にかけるサンプル数に応じた大きさのゲル容器に流し込
む。
→コームをさし, ラップをかけてゲルが固まるまで放置。
(2)ゲルが固まったらコームをはずし, 型の底のゲルのかすをふき取り, 型ごと泳
動槽へ。
(3)PCRが終わったサンプルに 2.5 lのDyeを混ぜて攪拌。
(4)(3)10 lとラダーマーカー 4 lを 1レーンに 1サンプルごと入れる。
(5)蓋をして, 100 V印加して泳動開始。
(6)型のプラス側から 5列目くらいまでに藍色のDyeがきたら泳動終了。
(7)型からゲルをはずし, 水気を切ってラップの上に置く。
(8)ラップのしわをなくしてから, 紫外線照射撮影。
(9)ゲル作成に使用したものはゲルかすをふき取ってから水洗いする。
8. 使用機器
PCR実験に使用した機器を表 7.1に示す。
表 7.1: PCR実験に使用した機器
名称 機器名 会社
遠心分離機 Himac CF15R HITACHI
PCR C1000 Thermal Cycler BIORAD
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